
pr^'T ^^^ELTORGANISATION FOR GEISTIGES EIGENTUM -^^ 

* ^^^V Intemationales Buro - ,-*^J 

INTERNATIONALE ANWelDUNG VEROFFENTLICHT NACH DEN^TRTRAG OBER DIE 
INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM GEBIET DES'PATENTWESEN S (PCT) 

WO 00/26388 



(51) Internationale Patentklassifikation ^ : 

C12N 15/82, 15/63, 5/10, AOIH 5/00 



A2 



(11) Internationale Veroffentlichungsnummer: 



(43) Internationales 

VerdfTentlichungsdatum : 



(21) Intemationales Aktenzeichen: PCT/DE99/03432 

(22) Internationales Anmeldedatum: 27. Oktober 1999 (27.10.99) 



(30) Prioritatsdaten: 
198 52 195.2 



4. November 1 998 (04. 1 1 .98) DE 



(71) Anmelder (fiiralle Bestimmungsstaaten ausser US)i INSTITUT 

FUR PFLANZENGENETIK UND KULTURPFLANZEN- 
FOR- SCHUNG [DE/DE]; Corrcnsstrasse 3, D-06466 
Gatersleben (DE). 

(72) Erfinder; und 

(75) Erfinder/Anmelder (nur fiir US): HEIM, Ute (DE/DE); 
Wasserstrasse 1, D-06466 Gatersleben (DE). WEBER, 
Hans [DE/DE]; Heinrichstrasse 11, D-06484 Quedlinburg 
(DE). 

(74) Anwalt: BAUMBACH, Fritz; Robert-ROssle-Strasse 10» 
D-13125 Berlin (DE). 



11. Mai 20(X) (11.05.00) 



(81) Bestimmungsstaaten: AE, AL. AM, AU, AZ, BA. BB, BG 
BR. BY. CA. CN. CR, CU, CZ, DM, EE. (Jd, GE, GH^ 
GM. HR, HU, ID. IL. IN. IS, JP. KE. KG, KP. KR. KZ. 
LC. LK. LR. LS. LT. LV. MA. MD. MG, MK. MN. MW. 
MX. NO, NZ. PL. RO. RU. SD. SG, SI, SK, SL, TJ. TM. 
TR, TT. TZ. UA. UG. US. UZ. VN, YU, ZA, ZW. ARIPO 
Patent (GH. GM. KE, LS. MW. SD. SL, SZ. TZ, UG. ZW), 
curasisches Patent (AM, AZ. BY, KG, KZ, MD, RU, TJ. 
TM). europaisches Patent (AT, BE, CH, CY, DE, DK, ES. 
FI, FR. GB. GR. IE, IT, LU. MC, NL. PT. SE). OAPI Patent 
(BF. BJ. CF, CG, CI, CM. GA. GN, GW, ML, MR,^E, 
SN. TD. TG). 



VerdfTentlicht 
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(54) Title: NOVEL EXPRESSION CASSETTE FOR EXPRESSING GENES IN PLANT SEED 

(54) Bezeichnung: NEUE EXPRESSIONSKASSETTE ZUR EXPRESSION VON BELIEBIGEN GENEN IN PFLANZENSAMEN 
(57) Abstract 

The invention relates to an expression cassette for expressing genes in plant seed and to the plasmids containing said expression 
cassette. The invention includes the production of transgenic plant cells containing said expression cassette and the use of the plasmids 
in said expression cassette for producing transgenic plants. The invention can be applied in the field of biotechnology, pharmaceutics and 
plant production. The aim of the invention is to provide a means for the seed-specific expression in transgenic plants in such a manner 
that It IS suitable for the production of the desired substances. Another aim of the invention is to construct an expression cassette which 
allows stable expression of genes of substances to be produced in plant seed at a high expression rate. The inventive expression cassette 
comprises the following essential components: the promoter of the gene of the seed protein which is analogous to the sucrose binding 
protein (SBP). optionally the DNA sequence of a signal peptide, preferably that of the SBP signal peptide, a gene to be expressed V 
termination sequences. * 

(57) Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung bctrifft eine Express ionskassette zur Expression von belicbigen Genen in Pfianzensamen und die die 
Expressionskassette enthaltenden Plasmide. Die Erfindung schliesst die Herstellung transgener Pflanzenzellen, die diese Express ionskassette 
enthalten. sowie die Verwendung der Plasmide In dieser Expressionskassette zur Herstellung von transgenen Pfianzen mit ein 
Anwendungsgebiete der Erfindung sind die Biotechnologie. die Pharmazie und die Pfianzenproduktion. Die Erfindung hat das Ziel die 
samenspezifische Expression m transgenen Pflanzen auf eine fiir eine Stoffproduktion geeignete Basis zu slellcn. Ihr licgt die Aufkabe 
pfl"^ Expressionskassette zu konstniieren, mit der eine stabile Expression mit hoher Express ionsrate von Genen der herzustellenden 
Stoffe in Pfianzensamen erreicht werden kann. Die erfindungsgemasse Expressionskassette enthait folgende wescntlichen Bestandtcile: den 
^^"'.m' Saccharosebindeprotein (SBP)-ahnlichen Samenproteins; ggf. die DNA-s4uenz eines Signalpeptids. bevoizugt 
des SfiP-Signalpeptids; ein zu exprimierendes Gen; 3'-Temiinationssequenzen. *^F"u^, ucvor/^ugi 
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Neue Expressionskasse-t-te zur Expression von beliebxgen Genen 
in Pflanzensamen 

Beschreibung 

5 

Die vorliegende Erfindung betrifft eine Expressionskassettie 
zur Expression von beliebigen Genen in Pflanzensamen und die 
die Expressionskassette en^thaltienden Plasmide. Die Erfindung 
schlieBt die Herstellung transgener Pf lanzenzellen, die -diese r 
10 Expressionskassette enthalten, sowie die Verwendung der 
Plasmide in dieser Expressionskassette zur Herstellung von 
transgenen Pflanzen mit ein- Anwendungsgebiete der Erfindung 
sind die Biotechnologie, die Pharmazie und die 
Pf lanzenproduktion . 

15 

Seit langem gibt es Methoden, die es ermoglichen, relevante 
Gene^ in das Genom hoherer Pflanzen einzuschleusen. Ziel 
dieser Arbeiten ist die Herstellung von Pflanzen mit neuen 
Eigenschaf ten , zum Beispiel zur Steigerung der 

20 landwirtschaftlichen Produktion, der Optimierung der 
Lebensmittelherstellung und der Produktion bestimmter 
Pharmazeutika und anderer interessanter Inhaltsstof f e . Eine 
Voraussetzung far die Expression der tibertragenen Gene ist 
dabei, daB sie liber pf lanzenspezif ische Promotorseguenzen 

25 verfiigen. So werden dazu bereits sogenannte konstitutive 
Promotoren wie der Promotor des Nopalinsynthase - Gens /I/ , 
der TR - Ddppel promotor /2/ oder der Promotor des 35S - 
Transkriptes des Blumenkohl - Mosaikvirus /3/ verwendet. Ein 
Nachteil dieser Promotoren ist es, daB sie in fast alien 

30 Geweben der manipulierten Pflanzen aktiv sind. Dadurch ist 
eine kontrollierte und gezielte Expression der Fremdgene in 
den Pflanzen nicht moglich. Es ist besser, Promotoren zu 
benutzen, die gewebespezif isch und entwicklungsabhangig 
funktionieren. So wurden Gene mit den dazu gehorigen 

35 Promotoren isoliert, die nur in Antheren, Ovarien, Bluten, 
Blattern, Laubblattern, Stengeln, Wurzeln oder Samen aktiv 
sind /4/. Sie unterscheiden sich aber sehr in der Starke und 
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Spezifitat der Expression und sind nur begrenzt einsetzbar. • 
Fiir die Nutzung der Samen als Ernahrungsquelle und zur 
Produktion von Inhaltsstof f en sind vor allem die 
samenspezif ischen Promotoren von grofiem Interesse. Durch -die 
langjahrige Erforschung der Gene der Samenspeicherproteine 
stieben schon einige mehr oder weniger spezifische und in der 
Starke unterschiedliche Promotoren, wie beispielsweise des 
Phaseolins /5/ oder des Legumins und USP /6/ zur Verfugung. 
Da diese Speicherproteine von Genfamilien synthetisiert 
werden, stehen Fusionen solcher Promotoren mit Fremdgenen in 
Konkurrenz zu den endogenen zahlreichen Genen der 
entsprechenden Genfamilie* Deshalb ist es giinstiger, 

Promotoren von unikalen, stark und spezifisch exprimierenden 
Genen zu benutzen. Fiir Ko - und Mehrfachtrans format ionen ist 
die Verwendung verschiedener regulatorischer Seguenzen 
angebracht, um die zeitliche Entwickung des Samens besser 
aus2unutzen, parallel gleiche oder verschiedene Genprodukte 
zu synthetisieren und um Kosuppression zu vermeiden. 

Obwohl also bereits mehr ere Express ionskassetten zur 
Expression beliebiger Gene in Pf lanzensamen bekannt sind, 
waren die erreichten Express ionsrat en in Pf lanzensamen bisher 
noch nicht optimal, um darauf eine pf lanzenbiotechnologische 
Produktion der gewiinschten Stoffe zu begriinden. 

Die Erfindung hat daher das Ziel, die samenspezif ische 
Expression in transgenen Pflanzen auf eine fur eine 
Stoff produktion geeignete Basis zu stellen- Ihr liegt die 
Aufgabe zugrunde, eine Expressionskassette zu konstruieren, 
mit der eine stabile Expression mit hoher Express ionsr ate von 
Genen der herzustellenden Stoffe in Pf lanzensamen erreicht 
werden kann. 

Die Zielstellung der Erfindung wird mit der in Anspruch 1 
beschriebenen Expressionskassette erreicht, die 

Unteransprfiche 2-7 sind Vorzugsvarianten. 
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Die erf indungsgemafie Express ionskassette enthalt folgende* 
wesentlichen Best:andt:eile: 

o den Promotor des Gens des Saccharosebindeprotein 
(SBP)-ahnlichen Saroenprotieins 
5 o ggf. die DNA-Sequenz eines Signalpept:ids , bevorzugt 

des SBP-Signalpeptids 
o ein zu exprimierendes Gen 
o 3 ' -Terminationssequenzen 
Die Erf indung bezieht sich vor allem auf eine unikal im Genom « ^ 
10 vorkommende regulatorische DNA - Sequenz, die eine starke 
Expression eines beliebigen heterologen Gens im wesentlichen 
in den Keimblattern und im Endosperm von Samen 
entwicklungsabhangig vermittelt. 

Der wichtigste Bestandteil der Kassette ist der SBP-Promotor , 
15 dessen Sequenz in der Abb* 1 dargestellt ist. Dieser Promotor 
hat gegenuber analogen Promotoren auf diesem Gebiet den 
Vorteil groBer Starke und Samenspezif itat . Seine Nutzung tilr 
die Expression von Fremdgenen auch ohne die DNA-Sequenz eines 
Signalpeptids gehort ebenfalls zum Umfang der Erf indung. 

20 

Die Expressionskassette enthalt neben den transkriptionell 
regulatorischen Sequenzen ggf. auch ein Signalpeptid , welches 
den Transport des gewunschten Genproduktes in die 
Proteinkorper ermoglicht und so einen Abbau der Genprodukte 
25 weitgehend verhindert. Die wahlweise Nutzung des 

authentischen Signalpeptids ermoglicht den Transport des 
synthetisierten Fremdproteins zu und die Lagerung in den 
Proteinbodies . 

30 Die zu exprimierenden Gene konnen entweder als 
Transkriptions- oder als Translationsf usionen integriert 
sein, sie konnen weitgehend variiert werden, beispielsweise 
konnen Gene fur die Produktion von Enzymen (z.B. Amylase, 
Xylanase), pharmazeutischer Produkte oder fur die 

35 Uber express ion von Proteinen mit einem hohen Anteil 
essentieller Aminosauren (z.B. methioninreiches 2S Globulin 
der BrasilnuB) oder anderer die Eigenschaf ten der Samen 
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beeinf lussender Proteine eingesetzt werden. Weitere 
MSglichkeiten liegen in der Reduzierung oder im Ausschalten 
von Genprodukten durch die Integration von Genen in antisense 
Orientierung . Durch den Einbau regulatorischer Gene un%er 
5 Kontrolle dieses sanenspezif ischen Promotors konnen auch 
Stoffwechselprozesse im Samen beeinf lufit werden. Die 
Kassette kann ebenfalls benutzt werden, um das dem Promotor 
eigene SBP Gen aus der Ackerbohne in anderen Spezies zu 
exprimieren . Die Nutzung anderer Terminatoren , so zum 
10 Beispiel die Terminationssequenz des zu exprimierenden Gens, 
ist eine weitere Moglichkeit, um die Kassette optimal 
einzusetzen. Als konkretes Beispiel wurde das Gen der 6- 
Glucuronidase (GUS) genutzt, um die SpezifitSt des Promotors 
zu zeigen (Abb. 2b, c) . 

15 

Die^ Nukleotidsequenz der Expressionskassette enthalt 
transkriptional regulatorische Bereiche, die eine starke 
spezifische Expression eines beliebigen Gens in den Samen von 
Pflanzen gewShrleistet . Der Northern (Abb. 2a) zeigt die hohe 

20 samenspezifische Expression in den verschiedenen Geweben von 
Vicia faba. Die GUS-Daten in den Abb. 2b und 2c zeigen zum 
einen in den Schnitten durch reifen Tabaksamen die Verteilung 
der 6-Glucuronidase und zum anderen die entwicklungsabhSngige 
Akkumulation der 6-Glucuronidase in den transgenen 

25 Tabaksamen . 

Unter Schutz gestellt werden auch die Plasmide, welche die 
Expressionskassette enthalten, bevorzugt die Plasmide 
pSBPROCS und pPTVSBPRGUS. 

30 Zum Umfang der Erfindung gehSrt auch die Verwendung der 
Expressionskassette gemSB Anspriichen 12-16, die durch 
Transformation in Bakterienstanne und anschlieSendem Transfer 
_ der entstandenen rekombinanten Klone in vorzugsweise dicotyle 
Pflanzen erfolgt. Die das gewiinschte Genprodukt im Samen 

35 exprimierenden Pflanzen werden selektiert und als genetisch 
stabile Linien gezuchtet. Nach der Emte werden dann die 
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gewunschten Genprodukte aus den transgenen Samen in an sich 
bekannter Weise extrahiert. 

Diese Erfindung ist auch interessant ftir Anwendungen, wo d-as 
5 gewQnschte Genprodukt unter der Kontrolle verschiedener 
Promotoren exprimiert wird, um die Express ionsraten xn der 
Suinme zu erhohen, um den Entwicklungszeitraum der Samen 
besser zu nutzen und rnn Effekte durch Kosuppression zu 
vermeiden. Fiir Ko- und Mehrf achtransf ormationen mxt dem 
10 Ziel verschiedene Genprodukte zu exprimieren , ist dxese 
Expressionskassette ebenfalls geeignet. Fiir diese Strategien 
benotigt man eine Vielzahl neuartiger Expressionskassetten, 
um die richtigen auswShlen zu konnen. 

15 Das gesamte Verfahren zur Veranderung einer Pf lanzenzelle 
wird an einem Beispiel (pSBPOCS) dargestellt. 

Die Erfindung soli nachfolgend durch Ausfiihrungsbeispiele 
naher erlSutert werden. 



20 



25 



30 



35 



yf^l-Vtoden 

1. Klonierungsverf ahren 

zur Klonierung wurden die Vektoren pUCl8 /!/. pBK-CMV 
(Stratagene) und pOCSl (Plant Genetic Systems, Gent, Belgxen) 
und fiir die Pf lanzentransf ormation die Vektoren BIN19 /8/, 
sowie nach Deletion des GUS Gens pGPTV-BAR /9/, verwendet. 

2 . Bakterienstamme 

Ftir die Transformation in E. coli wurde der Stamm DH5a /lO/ 
verwendet. Durch Konjugation wurden die Binarplasmide in den 
Agrobakterienstamm EHA105 /II/ eingeftihrt. 

3 . Pf lanzentransf ormation 

Die Transformation von Nicotiana tabaccum erfolgte durch die 
Blattscheibchenmethode /12/ und die Transformation von Vxcxa 
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narbonensi. »it Hilfe der von Picxardt 1991 besclxriebenen ' 
Methode /13/ Ober Agrobakterien ver^ittelten Gentransfer. 

4 Analyse genonischer DNA aus transgenen Pflanzen 

oie genoBische DHA der transgenen Tabak und V. narbonensxs 

Pftanzen wurde .it Hilfe des DHA - Isolierungskit der T.^ 

„Lerev . Hagel isoliert. X„ eine„ 

die transgenen Linien Qber PCR mit genspez.fischen 

identifiziert. Die Integration der Frend-DNA vmrde mxttels 

^.sIuLrnblot" - Analysen von 20^ DNA naO geexgneter 

Restriktionsspaltung vmtersucht. 

5 B-Glucuronidase - Aktivitatstest (COS - Assay) 
dIs Keportergen 6-Glucuronidase ist ein bakterielles En.ym 
aas sowohl guantitativen /14/ als auch hxstoohen,xschen 
Ak«-ivitatsbesti»»nungen zugSnglich ist. Gewebeproben wurden 
in rm X-Gluc, 50»M Ha-Phosphat (pH 7,0) und 0,1% Tween 20 
L«r Nacnt bei 37 "C inkubiert. Fur Sohnitte wurden die 
Gewebe fixiert, in Paraffin eingebettet und a:n Mikrotom auf 
15 - 30 /Ltm schnittdicke geschnitten. 

rn-Tf f^n-r^naP^*^^ splele 

Di. Erfindung, die die Herstellung einer neuen 
samenspezifischen Expressionskassette enthSlt sowie die sich 
daraus ableitenden Plasmide und transgenen Pflanzen, wird 
nachstebend - zum Teil an Hand von den Abbildungen- an einem 
Ausfiitirungsbeispiel erlautert. 

) 1.) Klonierung und St:ruk1:uranalyse eines SBP - Samenprotein 

- Gens aus Vicia faba 
von der Sequenz eines cDNA Klons, der fur das 

saccharosebindeprotein aus der So jabohne - Kodiert /15/ wurden 
Primer ( 5 ' -GAAGACCCTGAGCTCGTAACTTGCAA-ACAC- 3' und 5 - 
5 AGTACTCATAGATCTCTGGGTGATGTTGGT-3') abgeleitet. Mittels RT - 
PGR an mRNA, isoliert aus unreifen Kotyledonen von v. faba 
wurde dann die genspezif iscbe Sonde amplif iziert , klonxert 
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^ se^enziert. Das PCR - P-duXt — ^^^^^^^^ 

una diente als sonde fOr die Isolierung der vollstandxgen 
CDNA aus einer Kodyledonen spezifischen X zap Express cDHA 
^ aus V. taba L. var. Binor. Einer der isolierten Klone 



Bank aus v. laua r.. - 

(VfSBP20), der auf Hukleotidebene eine Homologxe von 68% hat, 
kodiert tar das volls«ndige SEP ho..ologe Gen aus der 
Aokerbohne . Es unterscheidet sich aber sowohl m der 
E^^e^^n (Abb.za, als aucn in der Punktion <keine,. 
SaLharosebindung) von de„ aus der sojabohne isoliertem Gen. 

21 isolierung der regulatorischen sequenzen mittels PCR 
Die regulatoriscben Sequenzen wurden mit Hilfe des -Universal 
Genomewalker™Klf der Fir^a CIXJOTECH und den genspezif ischen 
P.,_n PSBPl, position 159 ( 5 - -AATCCTC.- 

CAOTTCTCCATGCATATCCGTTTGTCC-3'), PSBP2, Position 118 (5 
GCCCTGOAGAT-CGCATTTGTCTTTGCA-3') und PSBP3 , Position 85 (5 - 
CTGGOTCCTTTTCTrrrCTGG- c-3') isoliert. Hach vorherxger 
spaltung der genoBiscben DNA von V.Iaba »it seal 
Stui (b) und Ligation der Adaptoren wurde entspreohend der 
Bescbreibung des Kits eine zweiscbritt - PCR "-^ ff^^^^^n 
Para„etem durobgef Ohrt = 7 Zyklen a- ,4=0, '^'J'W l''^ 
und 32 zyklen a' SA'C 2s, 67-c, 3 «in und 4-in 67 C Die PCB 
- Ansatze wurden 1:50 verdiinnt und ieweils ml in emer 
zweiten PCR (5 Zyklen a- 94=C, 2s, 72-c, 3 „in und ^0 zy^X^ 
a' 94=C, 2s, 67-c und 4min bei 67=C anplif iziert. I- 
Marosegel konnten Banden von l,7kb aus (a) und l,9kb a^s (b) 
einen soutbernblot verifiziert werden. Diese Band^ 
,„rden dann in den pDC18 kloniert und sequenziert. ^xe Klone 
SBPR7 und SBPR15 konnten dann duroh sequenzvergleich als die 
.u» Gen vfSBP20 zugeharigen Pro-otoren identif iziert werden 
Sie stellen allelische varianten des Gens vtSBP20 dar, wobei 
t«ida Klone 100% Sequenzidentitat i- e^tsprechenden Bereich 
zum Klon vfSBP20 aufweisen. 5'seltig vo» ATG des SBP Gens 
; sind -it deo Klon SBPR7 1539bp und -it de- ^^^-J^^^ 
1750bp isoliert worden. Sie unterscheiden sich duroh 23 
Basenpaarsubstitutionen und zwei Insertionen. Die 
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Restriktionskarte der Klone pSBPR7 und pSBPR15 sind in Abb. ' 
3, die sequenz des Klons pSBPRlS ist xn Abb. 1 

wiedergegeben . 

3a) Nachweis der samenspezif ischen Expression in Tabak 
Mit Hilfe des Reportergens der p-Glucuronidase sollte dxe 
samenspezifische Expression der isolierten regulatorischen 
sequenzen SBPR7 und SBPR15 uberprtlft werden. Dazu wurde das 
Binarplasmid pBIlOl /14/, welches das proxaotorlose . . 
Glucuronidase Gen hinter einem Polylinker enthalt, mxt Siaal 
geschnitten und dephosphoryliert. Aus den Plasmiden pSBPR7 
bzw PSBPR15 wurden mittels einer Sall/Ncol Spaltung dxe 
Promotoren isoliert und die Enden geglattet. Die Fragmente 
wurden dann in den Smal - Ort des Binarplasmides pBIlOl vor 
das Reportergen kloniert, wobei die Plasmide pBISBPR7GUS und 
pBiSBPRlSGUS entstanden sind. Diese Plasmide wurden dann xn 
den Agrobakterienstaim EHA105 transferiert und die chimaren 
SBP-Promotor/Glucuronidase Gen enthaltenen Agrobakterxen fur 
die Transformation von Tabak eingesetzt. Die Ergebnisse sxnd 
in Figur 2b und 2c abgebildet. Die Analyse der transgenen 
Tabaksamen zeigt eine starke Blaufarbung und damit exne 
Starke Aktivitat der Glucuronidase im Endosperm und xn den 
Keimbiattern der Tabaksamen auch entsprechend der 
samenentwicklung. In anderen Geweben konnte kexne 
25 Glucuronidaseaktivitat nachgewiesen werden. Aucti 

unterscheiden sich die beiden leicht verschxedenen 
Nukleotidsequenzen SBPR7 und SBPR15 nicht ^^^"^ 
Expressionsverhalten. Diese Daten zeigen, daB dxe xsolxerten 
regulatorischen Sequenzen, die mit dem ^-Glucuronidase Gen 
30 fusioniert wurden, eine starke und streng samenspezif xsche 
Expression im Tabak vermitteln. 

3b) Nachweis der samenspezif ischen Expression in der Erbse 
Urn zu zeigen, daB auch in den Leguminosen mxt exner 
35 samenspezif ischen Expression zu rechnen ist, ^mrd- das 
Sall/NcoI Fragment des Plasmids pSBPRlS in das Sall/Nool 
geschnittene Plasmid pGUSl (Plant Genetic Systems, Gent) 
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kloniert. Aus den. resultierenden Plasmid pSBPGUS wurde mif 
Sall/Siaal die Fusion des SBPR15 Promoters/GUS/ocs-Terminator 
ausgeschnitten, geglattet und in das Binarplasmid pGPTV-Bar, 
EcoRI/Smal geschnitten, ligiert (Abb.4) . pGPTV-Bar /9/ ist 
ein Phosphinithricin-resistenz vermittelndes Binarplasmxd, 
welches erfolgreich fur die Transformation von Erbsen 
eingesetzt wird. Dieses Plasiaid wurde pPTVSBPRGUS (Abb.4) 
genannt. Die Embryonen der mit diesem Plasmid erzeugten 
transgenen Erbsenlinien zeigen eine starke Blaufarbung nach r - 
histochemischer Analyse. 

3c) Nachweis der transienten Expression in Embryonen von 
Vicia faba, Vicia narbonensis, Pisum sativum und Brassica 
napus 

Mit dem Plasmid pSBPGUS wurden isolierte Embryonen von Vicxa 
faba, Vicia narbonensis, Pisum sativum und Brassica napus 
mittels dem Biolistics PDS-lOOO/He Particle Delivery System 
unter folgenden Bedingungen beschossen. Der Coating-Ansatz 
bestand aus 50^1 Gold (Hereaus, 0,6-3Mm, 50mg/ml) , 10^1 
Qiagen gereinigte Plasmid-DNA (l^g/MD, 50m1 2,5M CaCl. und 
lOMl 0,1M spermidine. Bei 1800 Psi und einem Vakuum von 27 
inch Hg wurden dann die auf einer Agarplatte liegenden 
Embryonen beschossen, die anschlieSend in MS-.2% Sucrose 
Flussigmedium fiir 2 Tage kultiviert wurden. Dann erfolgte die 
Reaktion mit X-Gluc (ImM) in 50mM Na-Phosphat (pH 7,0) und 
0,1% Tween 20 uber Nacht bei 37*C. Im Gegensatz zur 
Negativkontrolle (promoter loses pGUSl) konnten viele blaue 
Punkte bei den obengenannten Embryonen registriert werden, 
die zeigen, daB der SBP-Promoter in den Samen funktioniert. 

4.) Herstellung der Expressionskassette zur Uber express ion 
von heterologen Genen in Samen 

Um die regulatorischen Sequenzen fur di,e Oberexpression von 
Fremdgenen verfugbar zu machen, wurde das Sail Fragment des 
langeren Klons SBPR15 isoliert und geglattet und in den Smal 
ort des Plasmides pOCSl (Plant Genetic Systems, Gent, 
Belgien) kloniert. Diese Kassette enthalt somit die 



wo 00/26388 



10 



PCT/DE99/03432 



Promotorregion , die vollstandige 5' untranslatierte Region, 
das vollstandige Signalpeptid, die ersten funf Triplets des 
reifen Proteins (Abb, 1) und den 3' untranslatierten Bereich 
mit den Polyadenylierungssignalen des Octopin Synthase Gens 
( Fig • 5 ) . Fur Transkriptionsf usionen mit Frendgenen kann der 
Ncol-Ort, fflr Translationsf usionen der BamHI -Ort genutzt 
warden. Nach erfolgter Insertion des Frexndgens wird die den 
Promoter, regulator ische Seguenzen ,das Fremdgen und die 3'- 
Terminationsseguenzen enthaltene Sequenz mit ' 

Restriktionsenzymen ausgeschnitten und in einen Binarvektor 
mit der f Qr die Pf lanzentransf ormation geeigneten 
Herbizidresistenz kloniert. 

Als Beispiel daftir vmrde das BamHI -Fragment des Gens der 
XylanaseZ von Clostridium thermocellum in den BamHI-Ort des 
Plasmids pSBPOCS als Translationsf usion kloniert. Aus dem 
resultierenden Plasmid pSBPRXYNZ (Abb. 6) wurde das 
geglattete Asp718/Sphl Fragment mit dem mit den Enzymen 
EcoRI/Smal geschnitten und geglatteten Binarvektor pGPTV-Bar 
ligiert. Nach Transformation in den Agrobakterienstamm EHA105 
wurde N. Tabacum transf ormiert. In den reifen transgenen 
Samen konnte im Western Blot die starke Expression der 
Xylanase Z gezeigt werden (Abb. 7). 
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Patentanspriiche 

1. Neue Expressionskassette zur Expressibn von beliebigen Genen 
in pf lanzensamen bestehend aus 

o dem Promoter des Gens des Saccharosebindeprotein <SBP)- 

abnlichen Samenproteins 
o ggf. der DNA-Sequenz eines Signalpeptids , bevorzugt des 

SBP-Signalpeptids 
o einem zu exprimierendes Gen " 
o 3 ' -Terminationssequenzen 
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2 Expressionkassette nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , 
daB sie den SBPR-Promotor mit der Sequenz entsprechend Abb.l 
obne DNA-Sequenz eines Signalpeptids enthalt. 

3^ Expressionkassette nach Anspruch 1 und 2, dadurch 
g;kennzeichnet, daB der mit einer transkriptional 
regulatorischen Sequenz fur eine starke samenspez xfxsche 
20 Genexpression versehenen DNA - Region eine weitere DNA Sequenz 
nachgeschaltet ist, die die Information fOr die Bildung und 
^engenmaBige Verteilung endogener Produkte oder die Expressxon 
heterologer Produkte in Kulturpf lanzen enthalt. 

25 4 Expressionkassette nach Anspruch 1 bis 3 , dadurch 

gekennzeichnet, daB beliebige -Fremdgene entweder als 
Transkriptions- oder als Translationsfusionen integriert sxnd. 

5 Expressionkassette nach Anspruch 1 bis 4, dadurch 

30 gekennzeichnet, daB das Signalpeptid des SEP - Samenprotexn - 
Gens als Signalpeptid verwendet wird. 
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e ExpressionsKassette nach Anspruch 1-5, dadurdh 
:;.enreic^e., .aB aXs .as expri.ierenae Cen -s Oen des 

Saccharosebindeprotein verwandte Gen exngesetzt wxrd. 

, , Expressionskassette nach Anspruch 1-6, dadurch 

... 4. rt«R sie auch tuT Ko- und 

gekennzeichnet, dafi sie au 

Mehrfachtransformationen eingesetzt wird. 

8. Plasmide enthaltend eine Express ionskassette gemSB den 
10 Anspriichen 1-5 • 

9. Plasmid pSBPROCS, bestehend (enttoltend?) aus elner etwa 

,S rene;;ia.oris=hen s^arterbereicns inclusive ae. Si^alpep..aes 
5 Tripletts des SBP honologen Gens aus vxcxa-faba. 

TransKriptionster»inator des Octopinsyn««se,ens entnal^n s.nd. 

JO 10 Plasmid pPTVSBPRGUS, bestehend (entt«ltend?) aus einer ca 
X4,9kb groBen DHA-Sequen^, xn der ^ 
Phosphinothricin - Resistenzgen, exn etwa 1,81* gro 
Sall^ool-Prcoterrrag^ent des regulatoriscben 

des SBP ho-ologen Gens aus vicia faba, die e«a 2Kb groBe 
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30 



« . /i^^ B - Glucuronxdase tind aer 

vo<)ierende Regxon der o 

^licriptionster^nator des octopinsyntbasegens entnalten sxnd. 

11. verfahren zur EinfOhrung einer Expressionskassette »it einer 
DHA-sequenz zur starXen sa^enspezif ischen Genexpressxon xn exne 
Pflanzenzelle, das folgende Sohritte bexnhaltet: 

al isolation des Klons vfSBP20, dadurch gekennzexeta-et , 
' cae das Gen, welcbes £Or das in Pf lanzensa»en 
vorlco-ninende SBP - Sa»enprotein .kodiert, aus einer cDHA 
Bank von Kotyledonen von Viexa faba selektiert wxrd. 
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b) Isolation des Klons pSBPR15, dadurch gekennzeichnet, 
daB die darin enthaltende DNA Sequenz die 
regulatorische Starterregion des SBP - Samenprotein - 
Gens aus Vicia faba bzw. eine mit der DNA-Sequenz des 

5 SBPR15 hybridisierende Sequenz aus einer verwandten 

Leguminose enlrhSlt;, 

c) Herstellung des Plasmids pSBPOCS unter Verwendung des 
l,9kb groBen Sail Fragments des Plasmid pSBPRlS. 

d) Integration von Fremdgenen in die Express ionskassette 

10 pSBPOCS, 

e) Klonierung der Expressionskassette, die eine DNA- 
Sequenz enthalt zur Uber express ion von Fremdgenen 
in Pf lanzensamen, in Binarvektoren 

f) Transfer der Expressionskassette , die ein Fremdgen 
^5 unter der Kontrolle des SBPR Promoters enthalt, in eine 

^ Pf lanzenzelle. 

12. Verwendung einer Expressionskassette gemaB den Ansprttchen 1 
bis 7 zur Expression homologer und heterologer Gene in Samen 

20 transformierter Pflanzen. 

13. verwendung einer Expressionskassette gemaB den Ansprtichen 1 
bis 7 zur Expression von Genen, die die Lagereigenschaf ten oder 
die KeimfShigkeit von Samen verandern. 

14. Verwendung der Plasmide pBISBPR7, pBISBPRlS, pSBPGUS, 
pPTVSBPRGUS und pSBPOCS Oder Derivate davon zur Transformation 
von Kulturpflanzen. 

15. verwendung der Plasmide pBISBPR7, pBISBPRlS, pSBPGUS, 
pPTVSBPRGUS und pSBPOCS Oder Derivate davon zur Regulation 
endogener Prozesse Oder zur Herstellung heterogener Produkte in 
Kulturpflanzen. 
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16 verwendu„g ei„« ExpressionsXass««e ge»SB den AnsprQchen • 1 
bis 7 daaurch gekennzeichnet, daB die transf ormierten Pflanzen, 
die im sanen verSnderte Oder neue Genprodukte expr xmxeren , 
.eleKtiert, genetisch stabiXe I-inien ge.achtet 
S Genprodukte aus den Samen der transgenen Pflanzen ertrahxerl: 

werden • 

17. Pflanzenzelle, enthaltend ein Plasmid gertB Anspruoh 8 - 10. 
,0 18. Pflanzenzelle, hergestellt nach de« Verfahren dee Anspruehs 
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11. 



19. Pflanze oder pflanzliche Gewebe, regeneriert aus einer 
Planzenzelle gemSB der Anspriiche 12 oder 13. 

20. Pflanze gemfiB Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet , daB es 
ein Kulturpf lanze ist. 
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Abb. 7: Western Blot von Proteinextrakten aus reifen 
Samen mit gegen Xyianase 2 gerichteten Antikorpen 

1-7 unabhangige mIt dem Plasmid PTVSBPXYN 
transformierte N. tabacum Linien; 8 Wildtyp; 9 positiv 
Kontrolle 
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(54) Bezeichnung: NEUE EXPRESS lONSKASSETTE ZUR EXPRESSION VON BELIEBIGEN GENEN IN PFLANZENSAMEN 



(57) Abstract 

The invention relates to an expression cassette for expressing genes in plant seed and to the plasmids containing said expression 
cassette. The invention includes the production of transgenic plant cells containing said expression cassette and the use of the plasmids 
in said expression cassette for producing transgenic plants. The invention can be applied in the field of biotechnology, pharmaceutics and 
plant production. The aim of the invention is to provide a means for the seed-specific expression in transgenic plants in such a manner 
that it is suitable for the production of the desired substances. Another aim of the invention is to construct an expression cassette which 
allows stable expression of genes of substances to be produced in plant seed at a high expression rate. The inventive expression cassette 
comprises the following essential components: the promoter of the gene of the seed protein which is analogous to the sucrose binding 
protein (SBP), optionally the DNA sequence of a signal peptide, preferably that of the SBP signal peptide, a gene to be expressed, 3* 
termination sequences. 

(57) Ziisammenfassung 

Die vorliegende Erfindung bctrifft eine Expressionskassette zur Expression von beliebigen Genen in Pflanzcnsamen und die die 
Express ionskassette enthaltenden Plasmide. Die Erfindung schliesst die Herstellung transgener Pflanzenzellen, die diese Expressionskassette 
enthalten, sowie die Verwendung der Plasmide in dieser Expressionskassette zur Herstellung von transgenen Pflanzen mit ein. 
Anwendungsgebiete der Erfindung sind die Biotechnologie, die Pharmazie und die Pflanzenproduktion. Die Erfindung hat das Ziel, die 
samenspezifische Expression in transgenen Pflanzen auf eine fur eine Stoffproduktion geeignete Basis zu stellen. Ihr liegt die Aufgabe 
zugrunde, eine Expressionskassette zu konstruieren. mit der eine stabile Expression mit hoher Expressionsrate von Genen der heizustellenden 
Stoffe in Pflanzcnsamen erreicht werden kann. Die erfindungsgemSsse Expressionskassette enth^lt folgende wesentlichen Bestandteile: den 
Promotor des Gens des Saccharosebindeprotein (SBP)-ahnlichen Samenproteins; ggf. die DNA-Sequenz eines Signalpeptids, bevorzugt 
des SBP-Signalpeptids; ein zu exprimierendes Gen; 3'-Terminationssequenzen. 
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Box I Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 1 of first sheet) 



This international search report has not been established in respect of certain claims under Article 1 7(2)(a) forthe following reasons: 
Claims Nos.: 

because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely: 



Claims Nos.: 

because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningful international search can be canied out, specifically: 

see supplemental sheet PCT/ISA 210 



Claims Nos.: 

because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a). 



Box II Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 



This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows: 



As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all 
searchable claims. 

As all searchable claims could be searched without effort justifying an additional fee, this Authority did not invite payment 
of any additional fee. 

As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report 
covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.: 



No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is 
restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.: 



Remark on Protest | J The additional search fees were accompanied by the applicant's protest. 

I I No protest accompanied the payment of additional search fees. 
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Continuation of box 1.2 

Claims nos. 2. 9-11. 14. 15. 18 (completely); 1, 3-8, 12. 13. 16, 17. 19. 20 (partially) 

Claim 2 relates to an expression cassette that is characterized by the promoter 
having the sequence shown in Fig. 1. No search was carried out for the subject 
matter of claim 2 under the temns of Rule 13ter.1c PCX since no sequence listing 
corresponding to WlPO Standard ST 25 was filed (Rule 5.2 PCX): the sequence is 
not available either in computer-readable fomi nor as a paper copy. Xhe applicant 
failed to remedy this deficiency within the term set in the Rule 13ter.1a 
communication. 

Claims 9 and 10 relate to plasmids that are identified by their trivial nannes and by 
their method of production. No meaningful search can be carried out without knowing 
the sequence of the Sail promoter fragment. 

Claims 11 and 18 relate to a method for introducing an expression cassette into a 
plant cell and to the plant cell obtained by this method. The steps for producing the 
expression cassette relate to clones that are identified by their trivial names. No 
meaningful search can be carried out in this case. 

Xhe same applies to claims 14 and 15 that relate to the use of plasmids that are 
identified by their trivial names. 

Claims 1. 3-8, 12, 13, 16, 17, 19 and 20 relate to expression cassettes containing a 
promoter of the seed protein that is analogous to the sucrose binding protein (SBP) 
and their use. Xhe term "seed protein that is analogous to SBP" is not clear. Xhe 
search was carried out on the basis of sucrose binding proteins. 

Xhe applicant's attention is drawn to the fact that claims, or parts of claims relating to 
inventions in respect of which no international search report has been established 
need not be the subject of an international preliminary examination (Rule 66.1(e) 
PCX). EPO policy, when acting as an International Preliminary Examining Authority, 
is normally not to carry out a preliminary examination on matter which has not been 
searched. Xhis is the case, irrespective of whether or not the claims are amended 
following receipt of the search report (Article 19 PCX) or during any Chapter II 
procedure whereby the applicant provides new claims. 
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Nach der Internationa ten Patentkiassiflkation (IPK) oder nach def natiohalen KlassiBkatbti und der IPK 



lnter^'*«onales Aktenzeichen 

PC./|^|^9/03432_ 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherehimter Mindeslprtlfetoff (Klassifilcalionssystain und Klassifkationssymbole ) 

IPK 7 C12N 



RMherehieita aber mdit zum MindestprOIStoff gehOrende VerMf entliehungen, scmet dtese (inter die reoherohteiten Gebiete (alien 



WAhrend dar fntemaiionalen Reoherehe konsuttlerte eleMronische Datenbank (Nome der Oatanbank und evtt. venwandate SucMiegrifre) 



C. ALS WE5ENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie* 



Bazeiohming der VerOffanUiohung, eotveitarfbidariioh unter Angaba dar in Betraeht konunenden TeOe 



HEIM U ET AL: "Cloning and 
characterization of full-length cDNA 
encoding sucrose phosphate synthase from 
faba bean" 

GENE: AM INTERNATIONAL JOURNAL ON GENES 
AND GENOMES,GB, ELSEVIER SCIENCE 
PUBLISHERS, BARKING, 
Bd. 178, Nr. 1, 

31. Oktober 1996 (1996-1D-31) . Seiten 
201-203, XP004043363 

ISSN: 0378-1119 
das ganze Dokument 

-/-- 



Betr. Anspruch Nr. 



1.3-8. 
12,13. 
16,17. 
19,20 



V I Weitera VerOftentlichungen sind der Foitselzung von Feid C zu 
' entnehmen 



Siehe Anhong Patentf amilie 



• Besondere Kategorien von angegebenen VerftffenUichimgen 

•A* VerOffentlichung. die den angemeinen Stand derTechnilc definiert. 
aber nicht als besondere bedeutsam anzusehen ist 

'ET dtteres Dokument. das jedoch erst am oder nach dem Internationalen 
Anmekiedatum verfiffentlioht worden ist 

"L* VerOffentlichung, die geeignetist, einen Priorit&tsanspruch zweifethatt er- 
scheinen zu lassen, oder duroh die das VerOffentiichungsdatum einer 
anderen im Recherchenberioht genannten Veittffentliohung belegt werden 
soil Oder die aus etnem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefUhrt) 

•O* Verflffentlichung, diesioh auf eine mOndliche Offenbarung, 

eine Benutzung. eine Aussteilung oderandere MaOnahmen bezieht 
*P* Ver6ffentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nadh 
dem beanspruchten PrioritAtsdatum verOffentiicht worden ist 



T" Spfitere VerOffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
Oder dem Prioritatsdatum verdffentiioht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert, sonciem nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Pdnzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

*X' VerOffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchle Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Verdffentliohung nicht als neu oder auf 
erftnderischer Tattgkeil l>eruhend betraohtet werden 

•Y' Verbffenttichung von besonderer Bedeutung; die t>eanspruchte Erfindung 
kann nioht als auf erfindertsoherT&tigkeit t>eruhend betraohtet 
werden. wenn die VerOffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
VerOffentliehungen dieser Kategorie in Verl>indung gebraoht wird und 
diese Veitiindung far einen Faohmann nohettegend ist 

*&* VerOffentlichung, die MitgUed derselben Patentfamilie ist 



DiSum des Abschlusses der internationalen Recherche 

22. Mai 2000 



/U3sendedatum des intemationaien Reohen^enberiehte 

26.05.00 
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C.(Fortsetzung) ALS WESENTUCH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie" I Bezeichnung der V^ffentlichung, soweil erforderiioh unter Angabe der in Betracht kommenden Teite 



Betr. Anspntch Nr. 



P.X 



GRIMES ET AL: "a 62-kD sucrose binding 
protein is expressed and localized in 
tissues actively engaged in sucrose 
transport" 

PLANT CELL. US. AMERICAN SOCIETY OF PLANT 
PHYSIOLOGISTS. ROCKVILLE, MD, 
Nr. 4, 1. Dezember 1992 (1992-12-01). 
Seiten 1561-1574. XP002079375 

ISSN: 1040-4651 
in der Anmeldung erwahnt 
das ganze Dokument 

WO 98 53086 A (CHAO WUN S -.GRIMES HOWARD D 
(US); UNIV WASHINGTON (US)) 
26. November 1998 (1998-11-26) 

Seite 12. Zeile 28 -Seite 13, Zeile 2 
Seite 30, Zeile 4 -Seite 31, Zeile 5 

WO 92 18634 A (UNILEVER PLC ;UNI LEVER NV 
(NL)) 29. Oktober 1992 (1992-10-29) 
das ganze Dokument 
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Feid I Bemerkungen zu den Anspruchen, die etch als nicht recherchierbar erwie&en haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1) 



GemaB Artikel 1 7(2)a) wurde aus folgenden Grunden fur bestimmte Anspruche Rein Recherchenbericht erskellt: 
1 . I I Anspruche Nr. 

weil sie sich auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die Behdrde nicht verpflichtet ist, namlich 



2. I Anspruche Nr. 

weU sie sich auf Teile der internattonalen Anmeidung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 
daB eine sinnvolle Internationale Recherche nicht durchgefuhrt werden kann, namtich 

siehe Zusatzblatt WEITERE ANGABEN PCT/ISA/210 



3. I I AnsprOche Nr. 

weil es sich dabei um abhangtge Anspruche handeit, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaBt sind. 



Feld II Bemerkungen bei mangelnder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 



Die Internationale Recherchenbehorde hat festgestellt, daB diese Internationale Anmeidung mehrere Erftndungen enthatt: 



1 . I j Da der Anmelder alle erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
* ' intemationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren AnsprQche. 

2 I I Da fQr alle recherchierbaren AnsprOche die Recherche ohne einen Arftseitsaufwand durchgefOhrt werden konnte, der eine 
1 1 zusdtzltche RecherchengebOhr gerechtfertigt hStte, hat die Behdrde nicht zur Zahlung einer sotchen GebOhr aufgefordert. 



3. I I Da der Anmelder nur eintge der erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 

' • intemationale Recherchentiericht nur auf die AnsprOche, fur die Gebuhren entrichtet worden stnd, namlich auf die 

AnsprOctie Nr. 



4. I \ Der Anmelder hat die erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren nicht rechtzeitig entrichtet. Der intemationale Recher- 
chenbericht beschrankt sich daher auf die in den AnsprQchen zuerst erwahnte Erfindung; diese ist in folgenden AnsprOchen er- 
faBt: 



Bemerkungen hinsichtlich eines Widerspruchs [ | Die zusatzlichen Gebuhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlt. 

I [ Die Zahlung zusatzlicher RecherchengebOhren erfotgte ohne Widerspruch. 
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Internationales Aktenzeichen PCT/DE 99/03432 



WEITERE ANGABEN PCT/ISA/ 210 



Fortsetzung von Feld 1.2 

Anspruche Nr.: 2. 9-11, 14, 15, 18 (Komplett); 1, 3-8, 12, 13, 16, 17, 
19, 20 (Teilweise) 

Anspruch 2 betrifft eine Expressionskassette, gekennzeichnet durch den 
Promoter mit der Sequenz gemass Abb. 1. Der Gegenstand von Anspruch 2 
wurde, in Ubereinstinming mit Regel 13ter.lc PCT, nicht recherchiert, da 
kein Sequenzprotokoll eingereicht, welches dem WIPO Standard ST 25 
entsprechen wurde (Regel 5.2 PCT); die Sequenz ist weder in einer 
Computerlesbaren Form noch als Papierkopie verfiigbar. Der Anmelder hat 
diesen Mangel nicht innerhalb der in der Aufforderung gemass Regel 
13ter.la festgesetzten Frist behoben. 

Anspruche 9 und 10 beziehen sich auf Plasmide, welche durch Trivialnamen 
sowie durch ein Herstel lungs verfahren beschrieben werden. Ohne Kenntnis 
der Sequenz des Sail Promo terf ragmen ts kann keine sinnvolle Recherche 
durchgefuhrt werden. 

Die Anspruche 11 und 18 betreffen ein Verfahren zur Einfuhrung einer 
Expressionskassette in eine Pf lanzenzel le sowie die dadurch erhaltene 
Pflarizenzelle. Die Schritte zur Herstel lung der Expressionskassette 
beziehen sich auf Klone, welche mit Trivialnamen identif iziert sind. Eine 
sinnvolle Recherche kann in diesem Fall nicht durchgefuhrt werden. 

Analoges gilt fur die Anspruche 14 und 15, welche die Verwendung von 
durch Trivialnamen identif izierte Plasmide betreffen. 

Die Anspruche 1, 3-8, 12, 13, 16, 17, 19, und 20 beziehen sich auf 
Expressionskassetten enthaltend einen Promoter des Saccharosebindeprotein 
(SBP)-ahnlichen Samenproteins und deren Verwendung. Der Begriff 
"SBP-ahnliches Samenprotein" ist unklar. Die Recherche wurde durchgefuhrt 
auf Basis von Saccharosebindeproteinen. 

Der Anmelder wird darauf hingewiesen, daB Patentanspruche, oder Teile von 
Patentanspruchen, auf Erfindungen, fiir die kein internationaler 
Recherchenbericht erstellt wurde, normalerweise nicht Gegenstand einer 
international en vorlaufigen Priifung sein konnen (Regel 66.1(e) PCT). In 
seiner Eigenschaft als mit der international en vorlaufigen Prufung 
beauftragte Behorde wird das EPA also in der Regel keine vorlaufige 
Prufung fiir Gegenstande durchfuhren, zu denen keine Recherche vorliegt. 
Dies gilt auch fur den Fall, daB die Patentanspruche nach Erhalt des 
internationalen Recherchenberichtes geandert wurden (Art. 19 PCT), oder 
fur den Fall, daB der Anmelder im Zuge des Verfahrens gemaB Kapitel II 
PCT neue Patentanpriiche vorlegt. 
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[Fortsetzung auf der ndchsten Seite] 



(54) Title: NOVEL EXPRESSION CASSETTE FOR EXPRESSING GENES IN PLANT SEED 



(54) Bezeicbnung: NEUE EXPRESSIONSKASSETTE ZUR EXPRESSION VON BEUEBIGEN GENEN IN PFLANZENSA- 
MEN 



= (57) Abstract: The invention relates to an expression cassette for expressing genes in plant seed and to the plasmids containing said 
expression cass^e. The invention includes the production of transgenic plant cells containing said expression cassette and the use of 

=~ the plasmids in said expression cassette for producing transgenic plants. The invention can be applied in the field of biotechnology. 

aa; pharmaceutics and plant production. The aim of the invention is to provide a means for the seed-specific expression in transgenic 

~~' plants in such a manner that it is suitable for the production of the desired substances. Another aim of the invention is to construct an 
expression cassene which allows stable expression of genes of substances to be produced in plant seed at a high expression rate. The 
inventive expression cassette comprises the following essential components: the promoter of the gene of the seed protein which is 
analogous to the sucrose binding protein (SBP), optionally the DNA sequence of a signal peptide, preferably that of the SBP signal 
peptide, a gene to be expressed, 3* termination sequences. 

OO (57) Zusara menfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft eine Expressionskassette zur Expression von beliebigen Genen in Pflan- 
zensamen und die die Expressionskassette enthaltenden Plasmide. Die Erfindung schliesst die Herstellung traiisgeiier Pflanzenzellen, 

^2 die diese Expressionskassette enthalten, sowie die Verwendung der Plasmide in dieser Expressionskassette zur Herstellung von trans- 
genen Pflanzen mit ein. Anwendungsgebiete der Erfindung sind die Biotechnologie, die Pharmazie und die Pflanzenproduktion. Die 
Erfindung hat das Ziel, die samenspezifische Expression in transgenen Pflanzen auf eine fiireine Stoffproduktion geeignete Basis zu 
steUen. Ihr liegt die Aufgabe zugrunde, eine Expressionskassette zu konstruieren, mit der eine stabile Expression mit hoher Expres- 
sionsrate von Genen der herzustellenden Stoffe in Pflanzensamen erreicht werden kann. Die erfindungsgemasse Expressionskassette 
enthait folgende wesentlichen Bestandteile: den Promotor des Gens des Saccharosebindeprotein (SBP)-ahnlichen Samenproteins; 
ggf. die DNA-Sequenz eines Signalpeptids, bevorzugt des SBP-Signalpeptids; ein zu exprimierendes Gen; 3'-Tenninationssequen- 

^ zen. 



00/26388 A3 lillillilljNltMiiliiiliiilllii 

(15) Informationen zur Berichtigung: Zur Eridarung der Zweibuchstaben-Codes, und der anderen 

siehe PCX Gazette Nr. 3(V2001 vom26. Mi 2001, Section Abkurzungen wird auf die Erklarungen ("Guidance Notes on 
n Codes and Abbreviations") am Anfang Jeder reguidren Ausgabe 

der PCT'Gazette verwiesen. 
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Neue Expressionskassette zur Expression von bellebigen Genen 
in Pf lanzensamen 

Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft eine Expressionskassette 
zur Expression von beliebigen Genen in Pf lanzensamen und die 
die Expressionskassette enthaltenden Plasinide. Die Erfindung 
schlieBt die Herstellung transgener Pf lanzenzellen, die "diese 
Expressionskassette enthalten, sowie die Verwendung der 
Plasmide in dieser Expressionskassette zur Herstellung von 
transgenen Pflanzen mit ein. Anwendungsgebiete der Erfindung 
sind die Biotechnologie, die Pharmazie und die 
Pf lanzenproduktion . 

Seit langem gibt es Methoden, die es enaoglichen^ relevante 
Gene in das Genom hoberer Pflanzen einzuschleusen. Ziel 
dieser Arbeiten ist. die Herstellung von Pflanzen mit neuen 
Eigenschaf ten, zum Beispiel zur Steigerung der 
landwirtschaf tlichen Produktion, der Optimierung der 
Lebensmittelherstellung und der Produktion bestiromter 
Pharmazeutika und. anderer interessanter Inhaltsstof f e • Eine 
Voraussetzung fur die Expression der libertragenen Gene ist 
dabei, daB sie Ober pf lanzenspezif ische Promotorsequenzen 
verfugen. So werden dazu bereits sogenannte konstitutive 
Promotoren wie der Promotor des Nopalinsynthase - Gens /I/ , 
der TR - Doppelpromotor /2/ oder der Promotor des 35S - 
Transkriptes des Blumenkohl - Mosaikvirus /3/ vezvendet. Ein 
Nachteil dieser Promotoren ist es, daB sie in fast alien 
Geweben der manipulierten Pflanzen aktiv sind. Dadurch ist 
eine kontrollierte und gezielte Expression der Fremdgene in 
den Pflanzen nicht moglich. Es ist besser, Promotoren zu 
benutzen, die gewebespezif isch und entwicklungsabhangig 
funktionieren. So wurden Gene mit den dazu gehdrigen 
Promotoren isoliert, die nur in Antheren, Ovarien, Bltiten, 
Blattern, Laubblattern , Stengeln, Wurzeln oder Samen aktiv 
sind /4/. Sie unterscheiden sich aber sehr in der Starke und 
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Spezifitat der Expression und sind nur begrenzt einsetzbar* 
Fur die Nutzung der Samen als Ernahrungsquelle und zur 
Produktion von Inhaltsstof f en sind vor allem die 
samenspezif ischen Promotoren von groBem Interesse. Durch ^die 
5 langjahrige Erforschung der Gene der Samenspeicherproteine 
stehen schon einige mehr oder weniger spezifische und in der 
Starke unterschiedliche Promotoren, wie beispielsweise des 
Phaseolins /5/ oder des Legumins und USP /6/ zur Verfugung. 
Da diese Speicherproteine von Genfamilien synthetisiert ^ 

10 werden, stehen Fusionen solcher Promotoren mit Fremdgenen in 
Konkurrenz zu den endogenen zahlreichen Genen der 
entsprechenden Genfamilie- Deshalb ist es giinstiger, 

Promotoren von unikalen, stark und spezifisch exprimierenden 
Genen zu benutzen. Fiir Ko - und Mehrf achtransf ormationen ist 

15 die Verwendung verschiedener regulatorischer Sequenzen 
angebracht, um die zeitliche Entwickung des Samens besser 
auszunutzen, parallel gleiche oder verschiedene Genprodukte 
zu synthetisieren und um Kosuppression zu vermeiden. 

20 Obwohl also bereits mehrere Express ionskassetten zur 
Expression beliebiger Gene in Pf lanzensamen bekannt sind, 
waren die erreichten Express ionsraten in Pf lanzensamen bisher 
noch nicht optimal, um darauf eine pf lanzenbiotechnologische 
Produktion der gewtinschten Stoffe zu begrtinden. 

25 

Die Erfindung hat daher das Ziel, die samenspezif ische 
Expression in transgenen Pflanzen auf eine fur eine 
Stoff produktion geeignete Basis zu stellen. Ihr liegt die 
Aufgabe zugrunde, eine Expressionskassette zu konstruieren, 
30 mit der eine stabile Expression mit hoher Express ionsrate von 
Genen der herzustellenden Stoffe in Pf lanzensamen erreicht 
werden kann. 

Die Zielstellung der Erfindung wird mit der in Anspruch 1 
35 beschriebenen Expressionskassette erreicht, die 

Unteranspriiche 2-7 sind Vorzugsvarianten. 
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Die erf indungsgemaBe Expressionskasse-t-te ent:halt folgende 
wesentllchen Best:andt:eile: 

o den Promotor des Gens des Sa'ccharosebindepro-tein 
(SBP)-ahnlichen Samenpro'teins 

o ggf. die DNA-Sequenz eines Signalpep-tids , bevorzugt 
des SBP-Signalpeptids 

o ein zu exprimierendes Gen 

o 3'-Tenaina1:ionsseguenzen 
Die Erfindung bezieht: sich vor alleio auf eine unikal im Genom 
vorkommende regulatiorische DNA - Sequenz, die eine Starke 
Expression eines beliebigen hetierologen Gens im wesentlichen 
in den Keiiablat:1:ern und im Endosperm von Samen 
entwicklungsabhangig vermittelt. 

Der wichtigste Bestandtieil der Kasset-te ist der SBP-Promotor , 
dessen Sequenz in der Abb* 1 dargestellt ist. Dieser Promotor 
hat gegeniiber analogen Promotoren auf diesem Gebiet den 
Vor€eil groBer Starke und Samenspezif itat • Seine Nutzung fiir 
die Expression von Frerodgenen auch ohne die DNA-Sequenz eines 
Signalpeptids gehort ebenfalls zum Umfang der Erfindung* 

Die Expressionskassette enthalt neben den transkriptionell 
regulatorischen Seguenzen ggf • auch ein Signalpeptid, welches 
den Transpozrt des gewiinschten Genproduktes in die 
Proteinkdrper ermdglicht und so einen Abbau der Genprodukte 
weitgehend verhindert. Die wahlweise Nutzung des 

authentischen Signalpeptids ermdglicht den Transport des 
synthetisierten Fremdproteins zu xind die Lagemng in den 
Proteinbodies . 

Die zu exprimierenden Gene konnen entweder als 
Transkriptions- Oder als Translationsf usionen integriert 
sein, sie konnen weitgehend variiert werden, beispielsweise 
konnen Gene fiir die Produktion von Enzymen (z^B. Amylase, 
Xylanase), pharmazeutischer Produkte oder fiir die 
Uberexpression von Proteinen mit einem hohen Anteil 
essentieller Aminosauren (z-B. methioninreiches 2S Globulin 
der BrasilnuB) oder anderer die Eigenschaf ten der Samen 
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beeinf lussender Proteine eingesetzt werden . Weitere 
Noglichkei-ben liegen in der Reduzierung oder im Ausschaltien 
von Genprodukten durch die Integration von Genen in antisense 
Orientiening* Durch den Einbau regulator ischer Gene unter 
5 Kontrolle dieses samenspezif ischen Promotors konnen auch 
Stof fwechselprozesse iro Samen beeinf luBt werden. Die 
Kassette kann ebenfalls benutzt werden, um das dem Proiaotor 
eigene SBP Gen aus der Ackerbohne in anderen Spezies zu 
exprimieren. Die Nutzung anderer Terminatoren , so zum 
10 Beispiel die Terminationsseguenz des zu exprimierenden Gens, 
ist eine weitere Moglichkeit, um die Kassette optimal 
einzusetzen. Als konkretes Beispiel wurde das Gen der 6- 
Glucuronidase (GUS) genutzt, um die Spezifitat des Promotors 
zu zeigen (Abb. 2b, c). 

15 

Die Nukleotidseguenz der Expressionskassette enthalt 
transkriptional regulatorische Bereiche, die eine starke 
spezifische Expression eines beliebigen Gens in den Samen von 
Pflanzen gewShrleistet. Der Northern (Abb. 2a) zeigt die hohe 

20 samenspezif ische Expression in den verschiedenen Geweben von 
Vicia faba. Die GUS-Daten in den Abb. 2b und 2c zeigen zum 
einen in den Schnitten durch reifen Tabaksamen die Verteilung 
der 6-Glucuronidase und zum anderen die entwicklungsabhangige 
Akkumulation der 6-Glucuronidase in den transgenen 

25 Tabaksamen • 

Unter Schutz gestellt werden auch die Plasmide, welche die 
Expressionskassette enthalten, bevorzugt die Plasmide 
pSBPROCS und pPTVSBPRGUS. 

30 Zum Umfang der Erfindung gehort auch die Verwendung der 
Expressionskassette gemaB Anspriichen 12-16, die durch 
Transformation in Bakterienstanne und anschlieBendem Transfer 
der entstandenen rekombinanten Klone in vorzugsweise dicotyle 
Pflanzen erfolgt. Die das gewunschte Genprodtikt im Samen 

35 exprimierenden Pflanzen werden selektiert und als genetisch 
stabile Linien geziichtet. Nach der Ernte werden dann <Jie 
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gewunschten Genprodukte aus den transgenen Samen in an sich • 
bekannter Weise extrahiert. 

Diese Erfindung ist auch interessant fiir Anwendungen, wo das 
5 gewunschte Genprodukt xinter der Kontrolle verschiedener 
Promotoren exprimiert wird, um die Expressionsraten in der 
Summe zu erh6hen, um den Entwicklungszeitraum der Samen 
besser zu nutzen und um Effekte durch Kosuppression zu 
vermeiden. FQr Ko- und Mehrf achtransformationen mit. dem ^ 
10 Ziel, verschiedene Genprodukte zu exprimieren, ist diese 
Expressionskassette ebenfalls geeignet. Fiir diese Strategien 
benotigt man eine Vielzahl neuartiger Expressionskassetten, 
um die richtigen auswahlen zu kdnnen. 

15 Das gesamte Verfahren zur Veranderung einer Pf lanzenzelle 
wird an einem Beispiel (pSBPOCS) dargestellt. 

Die Erfindung soli nacbfolgend durch Ausftihrungsbeispiele 
naher erlautert werden. 

20 

1. Klonierungsverfahren 

Zur Klonierung wurden die Vektoren pUClS /7/, pBK-GMV 
25 (Stratagene) und pOCSl (Plant Genetic Systems, Gent, Belgien) 
und ftir die Pf lanzentransf ormation die Vektoren BIN19 /8/, 
sowie nach Deletion des GUS Gens pGPTV-BAR /9/, verwendet. 

2 . Bakterienstamme 

30 Fiir die Transformation in E. coli wurde der Stamm DH5a /lO/ 
verwendet. Durch Konjugation wurden die BinSrplasmide in den 
Agrobakterienstamm EHA105 /II/ eingefiihrt. 



35 



3. Pf lanzentransf ormation 

Die Transformation von Nicotiana tabaccum erfolgte durch die 
Blattscheibchenmethode /12/ und die Transformation von Vicia 
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narbonensis mit Hilfe der von Pickardt 1991 beschriebenen 
Met:liode /13/ uber Agrobak-terien vermittelten Gentransfer. 

4. Analyse genomischer DNA aus -transgenen Pflanzen 

Die genomische DNA der txansgenen Tabak und V. narbonensis 
Pflanzen wurde mit Hilfe des DNA - Isolierungskit: der Firma 
Macherey & Nagel isoliert. In einem ersten Schritt wurden 
die transgenen Linien uber PGR mit genspezif ischen Primern 
identif iziert* Die Integration der Fremd-DNA wurde mittels 
••Southernblot" - Analysen von 20/Cig DNA nach geeigneter 
Restriktionsspaltung untersucht. 

5. B-Glucuronidase - Aktivitatstest (GUS - Assay) 

Das Reportergen B-Glucuronidase ist ein bakterielles Enzym, 
das sowohl quantitativen /1 4/ als auch histochemischen 
Aktivitatsbestimmungen zuganglich ist. Gewebeproben wurden 
in ImM X-Gluc, 50mM Na-Phosphat (pH 7,0) und 0,1% Tween 20 
uber Nacht bei 37 *C inkubiert. Pur Schnitte wurden die 
Gewebe fixiert, in Paraffin eingebettet und am Mikrotom auf 
15 - 30 /im Schnittdicke geschnitten. 

Aus f uhrunasbe i spi el e 

Die Erfindung, die die Herstellung einer neuen 
samenspezif ischen Expressionskassette enthalt sowie die sich 
daraus ableitenden Plasmide und transgenen Pflanzen, wird 
nachstehend - zum Teil an Hand von den Abbildungen- an einem 
Ausf uhrungsbeispiel erlautert • 

1 . ) Klonierung und Strukturanalyse eines SBP - Samenprotein 

- Gens aus Vicia faba 
Von der Seguenz eines cDNA Klons, der fur das 

Saccharosebindeprotein aus der Sojabohne kodiert /I 5/, wurden 
Primer ( 5 ' -GAAGACCCTGAGCTCGTAACTTGCAA-ACAC- 3 ' und 5 ' - 
AGTACTCATAGATCTCTGGGTGATGTTGGT-3 ' ) abgeleitet, Mittels RT - 
PGR an mRNA, isoliert aus unreifen Kotyledonen von V. faba, 
wurde dann die genspezif ische Sonde amplif iziert , kloniert 
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und sequenziert- Das PCR - Produkt wurde als dem 
Saccharosebindeprotein homologes Genf ragmenl: identif iziert 
und diente als Sonde fur die Isolierung der vollstandigen 
cDNA aus einer Kodyledonen spezifischen X Zap Express cDNA 
5 Bank aus V. faba L. var. minor. Einer der isolierten Klone 
(VfSBP20), der auf Nukleotidebene eine Homologie von 68% hat, 
kodiert fur das vollstandige SEP homologe Gen aus der 
Ackerbolvne . Es unterscheidet sich aber sowohl in der 
Expression (Abb. 2a) als auch in der Funktion (keine 
10 Saccharosebindung) von dem aus der Sojabohne isoliertem feen. 

2) Isolierting der regulatorischen Sequenzen mittels PCR 

Die regulatorischen Sequenzen wurden mit Hilfe des "Universal 

GenomeWalker™Kit" der Firma CLONTECH und den genspezif ischen 

15 Primern PSBPl, Position 159 ( 5 ' -AATCCTCA- 

CACTTCTCCATGCATATCCGTTTGTCC-3 ' ) , PSBP2 , Position 118 ( 5 ' - 
GCCCTGCAGAT-CGCATTTGTCTTTGCA-3 ' ) und PSBP3 , Position 85 (5'- 
CTGGGTCCTTTTCTTTTCTGG- C-3 ' ) isoliert. Nach vorheriger 

Spaltung der genomischen DNA von V.faba mit Seal (a) bzw. 

20 StuI (b) und Ligation der Adaptoren v/urde entsprechend der 
Beschreibung des Kits eine Zweischritt - PCR nach folgenden 
Parametern durchgef uhrt : 7 Zyklen a' 94*^C, 2s, 72"^C, 3 min 
und 32 Zyklen a' 94^C, 2s, 67°C, 3 min und 4min Sl'^C. Die PCR 
- Ansatze wurden 1:50 verdunnt und jeweils l|il in einer 

25 zweiten PCR (5 Zyklen a' 94^C, 2s, 72**C, 3 min und 20 Zyklen 
a' 94**C, 2s, 67**C und 4min bei 67^C amplif iziert • Im 
Agarosegel konnten Banden von l,7kb aus (a) und l,9kb aus (b) 
aber einen Southernblot verif iziert werden. Diese Banden 
wurden dann in den pUClB kloniert und sequenziert. Die Klone 

30 SBPR7 urid SBPR15 konnten dann durch Sequenzvergleich als die 
zum Gen VfSBP20 zugehorigen Promotoren identif iziert werden. 
Sie stellen allelische Varianten des Gens VfSBP20 dar, wobei 
beide Klone 100% Sequenzidentitat im entsprechenden Bereich 
zum Klon VfSBP20 aufweisen. 5'seitig vom ATG des SBP Gens 

35 sind mit dem Klon SBPR7 1539bp und mit dem Klon SBPR15 
1750bp isoliert worden. Sie unterscheiden sich durch 23 
Basenpaarsubstitutionen und zwei Insertionen. Die 
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Res-triktionskarte der Klone pSBPR7 und pSBPRlS sind in Abb. 
3, die Sequenz des Klons pSBPRlS ist in Abb. 1 

wiedergegeben . 

5 3a) Nachweis der saxnenspezif ischen Expression in Tabak 

Mit Hilfe des Reportergens der p-Glucuronidase sollte die 
samenspezif ische Expression der isolierten regulatorischen 
Seguenzen SBPR7 und SBPR15 Gberpruft werden. Dazu wurde das 
Binarplasmid pBIlOl /14/, welches das promotorlose 

10 Glucuronidase Gen hinter einem Polylinker enthalt^ mit Smal 
gesclinitten und dephosphoryliert. Aus den Plasmiden pSBPR7 
bzw. pSBPRlS wurden mittels einer Sall/Ncol Spaltung die 
Promotoren isoliert und die Enden geglattet. Die Fragmente 
wurden dann in den Smal - Ort des Binarplasmides pBIlOl vor 

15 das Reportergen kloniert, wobei die Plasmide pBISBPR7GUS und 
pBXSBPRlSGUS en-tstanden sind. Diese Plasmide wurden dann in 
den ^Agrobakterienstamin EHA105 transf eriert und die chimaren 
SBP-Promotor/Glucuronidase Gen enthaltenen Agrobakterien fOr 
die Transformation von Tabak eingesetzt. Die Ergebnisse sind 

20 in Figur 2b und 2c abgebildet. Die Analyse der transgenen 
Tabaksamen zeigt eine starke BlaufSrbung und damit eine 
Starke Aktivitat der Glucuronidase im Endosperm und in den 
Keimblattern der Tabaksamen auch entsprechend der 
Samenentwicklung . In anderen Geweben konnte keine 

25 Glucuronidaseaktivitat nachgewiesen werden. Auch 

unterscheiden sich die beiden leicht verschiedenen 
Nukleotidsequenzen SBPR7 und SBPR15 nicht in ihrem 
Expressionsverhalten. Diese Daten zeigen, daB die isolierten 
regulatorischen Sequenzen, die mit dem p-Glucuronidase Gen 

30 fusioniert wurden, eine starke und streng samenspezif ische 
Expression im Tabak vermitteln. 

3b) Nachweis der samenspezif ischen Expression in der Erbse 
Um zu zeigen, daB auch in den Leguminosen mit einer 
35 samenspezif ischen Expression zu rechnen ist, wurde das 
Sall/NcoI Fragment des Plasmids pSBPRlS in das Sall/NcoI 
geschnittene Plasmid pGUSl (Plant Genetic Systems, <3ent) 
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kloniert. Aus dem resultierenden PlasTuid pSBPGUS wurde mit 
Sall/Smal die Fusion des SBPR15 Promoters/GUS/ocs-Terminator 
ausgeschnitten , geglattet und in das Binarplasmid pGPTV-Bar, 
EcoRI/Smal geschnitten ^ ligiert (Abb. 4) . pGPTV-Bar /9/ ist 
5 ein Phosphinithricin-resistenz vermittelndes Binarplasmid^ 
welches erfolgreich fur die Transformation von Erbsen 
eingesetzt wird* Dieses Plasmid wurde pPTVSBPRGUS (Abb. 4) 
genannt. Die Embryonen der mit diesem Plasmid erzeugten 
transgenen Erbsenlinien zeigen eine starke Blaufarbung nach 
10 histocheraischer Analyse • 

3c) Nachweis der transienten Expression in Embryonen von 
Vicia faba, Vicia narbonensis, Pisum sativum und Brassica 
napus 

15 Mit dem Plasmid pSBPGUS wurden isolierte Embryonen von Vicia 
faba, Vicia narbonensis, Pisum sativum und Brassica napus 
mittels dem Biolistics PDS-lOOO/He Particle Delivery System 
unter folgenden Bedingungen beschossen. Der Coating- Ansatz 
bestand aus 50^x1 Gold (Hereaus^ 0,6-3/im, 50mg/ml), lO/il 

20 Qiagen gereinigte Plasmid-DNA (l/ig//il)/ 50/il 2,5M CaCl^, und 
10/il 0,1M Spermidine. Bei 1800 Psi und einem Vakuum von 27 
inch Hg wurden dann die auf einer Agarplatte liegenden 
Embryonen beschossen, die anschlieBend in MS-2% Sucrose 
Fliissigmedium fur 2 Tage kultiviert wurden. Dann erfolgte die 

25 Reaktion mit X-Gluc (ImM) in 50mM Na-Phosphat (pH 7,0) und 
0,1% Tween 20 uber Nacht bei 37 'C. Im Gegensatz zur 
Negativkontrolle (promoter loses pGUSl) konnten viele blaue 
Punkte bei den obengenannten Embryonen registriert werden, 
die zeigen, daB der SBP-Promoter in den Samen f unktioniert . 

30 

4.) Herstellung der Expressionskassette zur Cberexpression 
von heterologen Genen in Samen 

Um die regulatorischen Sequenzen fiir die Uberexpression von 
Fremdgenen verfugbar zu machen, wurde das Sail Fragment des 
35 langeren Klons SBPR15 isoliert und geglattet und in den Smal 
Ort des Plasmides pOCSl (Plant Genetic Systems, Gent, 
Belgien) kloniert. Diese Kassette enthalt somit die 
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Promotorregion , die vollstandige 5' untranslatierte Region, 
das vollstandige Signalpeptid, die ersten funf Triplets des 
reifen Proteins (Abb. 1) und den 3' untrahslatierten Bereich 
jnit den Polyadenylierungssignalen des Octopin Synthase Gens 
5 (Fig. 5). Far Transkriptionsfusionen mit Fremdgenen kann der 
Ncol-Ort, fur Translationsfusionen der BamHI -Ort genutzt 
werden. Nach erfolgter Insertion des Fremdgens wird die den 
Promoter, regulatorische Sequenzen ,das Fremdgen xind die 3'- 
Tenainationssequenzen enthaltene Sequenz mit 

10 Restriktionsenzymen ausgeschnitten und in einen Binarvektor 
mit der fur die Pf lanzentransf ormation geeigneten 
Herbizidresistenz kloniert. 

Als Beispiel dafiir wurde das BamHI-Fragment des Gens der 
15 XylanaseZ von Clostridium thermocellum in den BamHI-Ort des 
Plasmids pSBPOCS als Translationsf usion kloniert. Aus dem 
resuitierenden Plasmid pSBPRXYNZ (Abb. 6) wurde das 
geglattete Asp718/Splil Fragment mit dem mit den Enzymen 
EcoRI/Smal geschnitten und gegiatteten Binarvektor pGPTV-Bar 
20 ligiert. Nach Transformation in den Agrobakterienstamm EHA105 
wurde N. Tabacum transf ormiert. In den reifen transgenen 
Samen konnte im Western Blot die starke Expression der 
Xylanase Z gezeigt werden (Abb. 7). 

25 
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Pat:ent:ansp3ruche 

1. Neue Expressionskassette 2ur Expression von beliebigen Genen 

in Pf lanzensamen bestiehend aus 

o deitt Promotor des Gens des Saccharosebindeprotein (SBP)- 

ahnlichen Samenprotieins 
o ggf • der DNA-Sequenz eines Signalpeptids , bevorzugt des 

SBP— S igna Ipept: i ds 
o eineia zu exprimierendes Gen 
o 3 ' -Terminaliionsseguenzen 

2. Expressionkassette nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , 
daB sie den SBPR-Promotor lait der Sequenz entsprechend Abb.l 
ohne DNA-Sequenz eines Signalpeptids enthalt* 

3. ^ Expressionkassetlie nach Anspruch 1 und 2, dadurch 
gekennzeichnet, daB der mit einer -transkriptional 
regulatorischen Sequenz fOr eine s1:arke samenspezif ische 
Genexpression versehenen DNA - Region eine weiliere DNA Sequenz 
nachgeschaltet ist^ die die Information fur die Bildung und 
ntengenmafiige Verteilung endogener Produkte Oder die Expression 
heterologer Produkte in Kulturpf lanzen enthSlt. 

4. Expressionkassette nach Anspruch 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, daB beliebige -Fremdgene entweder als 
Transkriptions- oder als Translationsf usionen integriert sind. 

5. Expressionkassette nach Anspruch 1 bis 4, dadurch 
gekennzeichnet^ daB das Signalpeptid des SBP - Samenprotein - 
Gens als Signalpeptid verwendet wird. 
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6, Expressionskassette nach Anspruch 1-5^ dadurch 
gekennzeichnet, daB als das zu exprimierende Gen das Gen des 
Saccharosebindeprotein veirwandte Gen eingesetzt wird. 

5 7. Expressionskasseti-te nach Anspruch 1-6, dadurch 

gekennzeichnet, daB sie auch fur Ko- und 

Mehrf achtransf ormationen elngese-tzt: wird. 

8. Plasmide enthaltend eine Expressionskassette gexaSfi den, 
10 Anspruchen 1-5. 

9. Plasmid pSBPROCS, bestiehend ( enUialtzend? ) aus einer etwa 
5,3kb groBen DNA 

Sequenz, in der ein etwa l,9kb groBes Sail - Promoter fragment 
15 des regulator ischen Start erbereichs inklusive des Signalpeptides 
und 5 Tripletts des SEP homologen Gens aus Vicia--faba, 
Res€riktionsorte zum Einklonieren von Fremdgenen und der 
Transkriptionsterminator des Octopinsynthasegens enthalten sind. 

20 10. Plasmid pPTVSBPRGUS, bestehend (enthaltend?) aus einer ca. 
14,9kb groBen DNA-Sequenz , in der ein etwa Ikb groBes 
Phosphinothricin - Resistenzgen , ein etwa 1 , 8kb groBes 
Sall/Ncol-Promoterf ragment des regulator ischen Starterbereiches 
des SBP homologen Gens aus Vicia faba, die etwa 2kb groBe 

25 kodierende Region der B - Glucuronidase und der 
Transcriptionsterminator des Octopinsynthasegens enthalten sind. 

11* Verfahren zur Einfiihrung einer Expressionskassette mit einer 
DNA-Sequenz zur starken samenspez if ischen Genexpression in eine 
30 Pf lanzenzelle, das folgende Schritte beinhaltet: 

a) Isolation des Klons VfSBP20, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Gen, welches f\lr das in Pf lanzensamen 
vorkoromende SBP - Samenprotein kodiert, aus einer cDNA 
Bank von Kotyledonen von Vicia faba selektiert wird. 
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b) Isolation des Klons pSBPRlS, dadurch gekennzeiohnet , 
daB die darin enthaltende DNA Sequenz die 
regulator ische Starterregion des SEP - Samenprotein - 
Gens aus Vicia faba bzw. eine mit der DNA-Sequenz des 

5 SBPR15 hybridisierende Sequenz aus einer verwandten 

Leguminose ent:halt:, 

c) Herstellung des Plasmids pSBPOCS unter Verwendung des 
l,9kb groBen Sail Fragments des Plasmid pSBPRlS. 

d) Integration von Fremdgenen in die Expressionskassett^e 
10 pSBPOCS, 

e) Klonierung der Expressionskassette , die eine DNA- 
Sequenz enthalt zur Uber express ion von Fremdgenen 
in Pf lanzensamen, in Binarvektoren 

f) Transfer der Expressionskassette, die ein Fremdgen 
15 unter der Kontrolle des SBPR Promoters enthSlt, in eine 

Pf lanzenzelle . 

12. Verwendung einer Expressionskassette gemaB den Ansprfichen 1 
bis 7 zur Expression homologer und heterologer Gene in Samen 

20 transformierter Pflanzen. 

13. Verwendung einer Expressionskassette gemafi den Anspruchen 1 
bis 7 zur Expression von Genen, die die Lagereigenschaf ten Oder 
die Keimf ahigkeit von Samen verandern. 

25 

14. Verwendung der Plasmide pBISBPR7^ pBISBPRlS, pSBPGUS, 
pPTVSBPRGUS und pSBPOCS Oder Derivate davon zur Transformation 
von Kulturpf lanzen. 

30 15. Verwendung der Plasmide pBISBPR7, pBISBPRlS, pSBPGUS, 
pPTVSBPRGUS und pSBPOCS Oder Derivate davon zur Regulation 
endogener Prozesse Oder zur Herstellung heterogener Produkte in 
Kulturpf lanzen . 



DCID: <WO O02638eA3 tA> 
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16. Verwendxing einer Express ionskassette geitiaB den Ansprtichen 1 
bis 7 dadurch gekennzeichnet , daB die transf ormierten Pflanzen, 
die im Samen veranderte oder neue Genprodiikte exprimieren , 
selektiert, genetisch stabile Linien gezttchtet und - die 
Genprodukte aus den Samen der transgenen Pflanzen extrahiert 
werden . 

17. Pf lanzenzelle^ enthaltend ein Plasmid gemaB Anspruch 8-10- 

18. Pf lanzenzelle, hergestellt nach dem Verfahren des Anspruchs 
11. 

19. Pflanze oder pflanzliche Gewebe, regeneriert aus einer 
Planzenzelle gemaB der Anspriiche 12 oder 13. 



20. Pflanze gemaB Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daB es 
ein -Kulturpf lanze ist. 
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|ona] application No. 
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Box I Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 1 of first sheet) 



This international search report has not been established in respect of certain claims under Article 1 7(2Xa) for the followingreasons 
Claims Nos.: 

because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely: 



1. I I Claims Nos.: 



2. I X I Claims Nos.: 

— because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically: ^ 

see supplemental sheet PCT/ISA 210 

3. I I Claims Nos,: 

* — ' because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a), 



Box U Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 



This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows: 



1 . I I As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all 
— searchable claims. 

2. I I As all searchableclaims co\ild be searched without effort justifying an additional fee, this Authority did not invite payment 

of any additional fee. 

3. I I As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international seardi report 
' — ' covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.: 



4. I j No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is 
I — ' restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos. : 



Remark on Protest The additional search fees were accompanied by the applicant's protest. 

j I No protest accompanied the payment of additional search fees. 
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Continuation of box 1.2 

Claims nos. 2. 9-11. 14. 15. 18 (completely); 1. 3-8. 12. 13. 16. 17. 19, 20 (partially) 

Claim 2 relates to an expression cassette that is characterized by the promoter 
having the sequence shown in Fig. 1. No search was carried out for the subject 
matter of claim 2 under the terms of Rule 13ter.1c PCT since no sequence listing 
corresponding to WlPO Standard ST 25 was filed (Rule 5.2 PCT): the sequence is 
not available either in computer-readable form nor as a paper copy. The applicant 
failed to remedy this deficiency within the term set in the Rule 13ter.1a 
communication. 

Claims 9 and 10 relate to plasmids that are identified by their trivial names and by 
their method of production. No meaningful search can be carried out without knowing 
the sequence of the Sail promoter fragment. 

Claims 11 and 18 relate to a method for introducing an expression cassette into a 
plant cell and to the plant cell obtained by this method. The steps for producing the 
expression cassette relate to clones that are identified by their trivial names. No 
meaningful search can be carried out in this case. 

The same applies to claims 14 and 15 that relate to the use of plasmids that are 
identified by their trivial names. 

Claims 1, 3-8. 12, 13, 16, 17. 19 and 20 relate to expression cassettes containing a 
promoter of the seed protein that is analogous to the sucrose binding protein (SBP) 
and their use. The term "seed protein that is analogous to SBP" is not clear. The 
search was carried out on the basis of sucrose binding proteins. 

The applicant's attention is drawn to the fact that claims, or parts of claims relating to 
inventions in respect of which no international search report has been established 
need not be the subject of an international preliminary examination (Rule 66. 1(e) 
PCT). EPO policy, when acting as an International Preliminary Examining Authority, 
is normally not to carry out a preliminary examination on matter which has not been 
searched. This is the case, irrespective of whether or not the claims are amended 
following receipt of the search report (Article 19 PCT) or during any Chapter II 
procedure whereby the applicant provides new claims. 
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XDCID: <WO 002638eA3 IA> 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Inter- ~* dona tes Aktenzeichen 

PC./d|^/03432 



A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANOES ^..^ ^ ^ 

IPK 7 C12N15/82 C12N15/63 C12N5/10 A01H5/0O 



Nach der Intemationalen PatentWassifilcation (IPK) Oder nach der nattohalen Klassifikation und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter MtndeslprQfstotf (KlassifikBUonssystem und Klassifikationssyfnbole ) 

IPK 7 C12N 



Recherchieite aber nicht zum MindestprOfstoff gehdmnde VerdffenUichungen, soweit diese imterdie reeherchierten Gebiete fallen 



WAhrend der Memationalen Recherche konsuttierte elektronlsche Oatenbank (Name der Datenbank und evU. verwendete Suehbegriffe) 



a ALS WESENTUCH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie* 


Bezeiehnung der VeiMfmtliehung, •ow«t arfDidariieh uidar Angoba der m B«lneht kDmnwndwi TeBe 


Betr. AnspriMh Nr. 


X 


HEIM U ET AL: "Cloning and 


1,3-8, 




characterization of full-length cDNA 


12,13, 




encoding sucrose phosphate synthase from 


16.17, 




f aba bean" 


19,20 




GENE: AN INTERNATIONAL JOURNAL ON GENES 






AND GENOMES, GB, ELSEVIER SCIENCE 






>UBLISHERS. BARKING, 






Bd. 178, Nr. 1. 






31. Oktober 1996 (1996-18-31). Seiten 






201-203, XP004043363 






ISSN; 0378-1119 






das ganze Dokument 
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Weitera Verdffentliehungen sind der Fbitsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang PatentfamSie 



« Besondere Kategorien von angegebenen VerOffentlichungen 

*A* VerOffentttchurtg, c£e den allgemeinen Stand der Technic definiert» 
aber nicht als be&onderB bedeutsam anzusehen ist 

*E* &lteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem intemationalen 
Anmekiedatum verdffentticht worden ist 

X* Vertlffentfichung, die geeignet ist, einen PriorftStsanspnich zweifelhafter- 
scheinen zu lessen, oder dunsh die das VerOffenttichungsdatum einer 
anderen im Recherehenbericht genannten Ver6ffentliehung belegt werden 
soli Oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefQhit) 

*0* Ver6ffentlichung, die sbh auf eine mOndliche Offent>arung, 

etne Benutzung. eine Ausstellung oder andere MafUiahmen bezieht 
"P* VereffenHichung, die vor dem internationaien Anmeldedatum, aber nach 



T Spatere Vef6ffentlbhung, die nach dem intemationalen Anmeldedatum 
Oder dem Priorftatsdatum verdTfentlieht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondem nurzum VerstAndnts dee der 
Erfindung zugrundeSegenden Prinztps oder der ihr zugnindeliegenden 
Theorie angeget>en ist 

•X" Ver6ffentiichung von besonderer Bedeutung; die beanspruehte Erfindung 
kann aflein aufgrund dieser VerOffentliohung nicht als neu oder auf 
erfinderischer Tfitigkeit beruhend tyetrachtet werden 

•Y" Vertffentlichung von besonderer Bedeutung: die beanspruehte Erfindung 
kann nicht als auf erftnderischer TStigkBtt beruhend betraehtet 
werden, wenn die VerOffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
VerOffentliehungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fQr einen Faehmann naheliegend ist 

*&" Vereffentiiohung. die Mitglted derseben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der intemationalen Recherche 

22. Mai 2000 


Absendedatum des intemationalen Recherchenberiehts 

2a 05.00 


Name und Postansehrift der Intemationalen Recherehenbehdrde 
Europ&behes Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx, 31 651 epo nl, 
Fax: (-^31-70) 340-3016 


BevoUmAchtigter Bectiensteter 

Bilang, J 
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C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGI 



IE UNTERLAGEN 



Internationales Aktenzeichen 

_PCjJ|^9/03432_ 



Kategoha" Bezeiehnung der Verdffentiichung, soweit erfordertich unter Angabe der in Betracht konvnenden Teile 



Betr. Ansprueh Nr. 



P.X 



GRIMES ET AL: "a 62-lcD sucrose binding 
protein is expressed and localized in 
tissues actively engaged in sucrose 
transport" 

PLANT CELL. US, AMERICAN SOCIETY OF PUNT 
PHYSIOLOGISTS. ROCKVILLE. MD. 
Mr. 4, 1. Dezember 1992 (1992-12-Gl) . 
Seiten 1561-1574, XPe02079375 

ISSN: 104G-4651 
in der Antneldung erwahnt 
das ganze Dokument 

WO 98 53086 A (CHAD WUN S ;GRIMES HOWARD D 
(US); UNIV WASHINGTON (US)) 
26. November 1998 (1998-11-26) 

Seite 12. Zeile 28 -Seite 13. Zeile 2 
Seite 30, Zeile 4 -Seite 31, Zeile 5 

WO 92 18634 A (UNILEVER PLC ;UNI LEVER NV 
(NL)) 29. Oktober 1992 (1992-10-29) 
das ganze Dokument 



1.4-8. 
12.13. 
16.17. 
19.20 
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INTERNATIONALE^reCHERCHENBERICHT 



ktenzeichen 

99/G3432 



Feld I Bemerkungen 2U den Anspruchen, die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 aut Blatt 1) 



GemdB Artikel 17(2)a) wurde aus folgenden GrQnden fOr bestimmte AnsprClche kein Reeherchenbericht erstellt: 
^ ^ ^ w^'^esich^atif GegenstSnde beziehen, zu deren Recherche cfie Beh6rde nicht verpffichtet ist, namlich 



^* ^ ^ sie^si^'^auf Teile der intemationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anfordemngen so wenig entsprechen, 
daB eine sinnvoUe intemattonale Recherche nkrht durchgefuhrt warden kann, ndmlich 

siehe Zusatzblatt WEITERE ANGABEN PCT/ISA/210 



^* ^ es s?ch dabei um abhangige AnsprOche handelt, die nicht entsprechend Salz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaBt sind. 



Feld II Bemerkungen bei mangelnder EinheitlichKeh der Erfindung (Fortsetzung von Punkl 3 aut Blatt 1) 



Die Internationale Recherchenbeh6rde hat festgesteltt. daB diese Internationale Anmeklung mehrere Erfindungen enthdit: 



-I I I Da der Anmelder alie erf orderlichen zusatzlichen RecherchengebQhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
I 1 Internationale Reeherchenbericht auf alie recherchierbaren AnsprQche. 

« I 1 Da fur alie recherchierbaren Anspruche die Recherche ohne einen Art>ejtsaufwand durchgefOhit virerden konnte. der eine 

2- I 1 zusalzliche Recherchengebuhr gerechtfertigt hatte. hat die Behdrde nicht zur Zahlung einer solchen GebQhr aufgefordert. 



3 I I Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zusatzHchen RecherchengebQhren rechtzeitig entrichtet hat. ersbwkt sich dieser 

I 1 inlemationale Reeherchenbericht nur aul die Ansprache, fQr die Gebuhren entrichtet worden sind, namlich auf <Se 

AnsprQche Nr. 



4 I I Der Anmelder hat die erforderiichen zusfttzlichen RecherchengebQhren nicht rechtzeitig entrichtet. Der Internationale Recher- 

> ' chenbericht beschrankl sich daher auf die in den Anspruchen zuerst enwahnte Erfindung; diese ist in folgenden Anspnichen er 

faBt: 



Bemerkungen hinsichtlich eines Widerspruchs Die zusfitzlichen GebOhren wurden vom Anmelder unter Widerspnjch gezahlt. 

I [ Die Zahlung zusatzlicher RecherchengebQhren erfolgte ohne Widerspruch. 
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Internationales Aktenzeichen PCT/DE 99 /03432 



WEITERE ANGABEN 



PCT/ISA/ 



210 



Fortsetzung von Feld 1.2 

Anspriiche Nr.: 2. 9-11, 14. 15, 18 (Komplett); 1. 3-8, 12, 13, 16, 17, 
19, 20 (Teilweise) 

Anspruch 2 betrifft eine Expressionskassette, gekennzeichnet durch den 
Promoter mit der Sequenz gemass Abb. 1. Der Gegenstand von Anspruch 2 
wurde, in Ubereinstimmung mit Regel 13ter.lc PCT, nicht recherchiert, da 
kein Sequenzprotokol 1 eingereicht, welches dem WIPO Standard ST 25 
entsprechen wurde (Regel 5.2 PCT); die Sequenz ist weder in einer 
Computerlesbaren Form noch als Papierkopie verfugbar. Der Anmeider hat 
diesen Mangel nicht innerhalb der in der Aufforderung gemass Regel 
ISter.la festgesetzten Frist behoben. 

Anspruche 9 und 10 beziehen sich auf Plasmide, welche durch Trivialnamen 
sowie durch ein Herstellungsverfahren beschrieben werden. Ohne Kenntnis 
der Sequenz des Sail Promoter fragments kann keine sinnvolle Recherche 
durchgefuhrt werden. 

Die Anspruche 11 und 18 betreffen ein Verfahren zur Einfuhrung einer 
Expressionskassette in eine Pf lanzenzel le sowie die dadurch erhaltene 
Pflanzenzelle. Die Schritte zur Herstellung der Expressionskassette 
beziehen sich auf Klone, welche mit Trivialnamen identif iziert sind. Eine 
sinnvolle Recherche kann in diesem Fall nicht durchgefuhrt werden . 

Analoges gilt fur die Anspruche 14 und 15, welche die Verwendung von 
durch Trivialnamen identif izierte Plasmide betreffen. 

Die Anspruche 1, 3-8, 12, 13. 16, 17, 19. und 20 beziehen sich auf 
Expressionskassetten enthaltend einen Promoter des Saccharosebindeprotein 
(SBP)-ahnlichen Samenproteins und deren Verwendung. Der Begriff 
"SBP-ahnliches Samenprotein" ist unklar. Die Recherche wurde durchgefuhrt 
auf Basis von Saccharosebindeproteinen. 

Der Anmeider wird darauf hingewiesen, daB Patentanspruche, oder Teile von 
Patentanspruchen, auf Erfindungen, fur die kein internationaler 
Recherchenbericht erstellt wurde, normal erweise nicht Gegenstand einer 
internationalen vorlaufigen Prufung sein konnen (Regel 66.1(e) PCT). In 
seiner Eigenschaft als mit der internationalen vorlaufigen Prufung 
beauftragte Behorde wird das EPA also in der Regel keine vorlaufige 
Prufung fur Gegenstande durchfuhren, zu denen keine Recherche vorlvegt. 
Dies gilt auch fur den Fall, daB die Patentanspruche nach Erhalt des 
internationalen Recherchenberichtes geandert wurden (Art. 19 PCT) . oder 
fur den Fall, daB der Anmeider im Zuge des Verfahrens gemaB Kapitel II 
PCT neue Patentanpruche vorlegt. 
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